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Hie invention relates to 5 -modified nucleotides and nucleic acids containing said nucleotides. The invention also relates to methods 
for integrating 5'-modified nucleotides in nucleic acids and subsequent localized splitting of the nucleic acids on the 5*-modified monomer 
structural elements. The inventive methods can be used in nucleic acid sequencing, in the creation of nucleic acid libraries, in the detection 
of mutations, in the production of carrier-abound nucleic acids and for pharmaceutical purposes. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft 5'-modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthaltende Nukleinsauren. Weiterhin werden Verfahren 
zum Einbau der 5*-modinzierten Nukieotide in Nukleinsauren und die anschliefiende ortspezifische Spaltung der Nukleinsauren an 
den S'-modinzierten Monomerbausteinen offenbart. Diese Verfahren konnen zur Nukleinsauresequenzierung, zur Erzeugung von 
Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren und fur pharmazeutische Zwecke 
eingesetzt werden. 
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. 1 . 

5'-m difizierte Nukleotide und ihr Anwendung in der M I kularbiol gieund 
Medizin 

Beschreibung 

Die Erf indung betrifft 5'-modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthal- 
tende Nukleinsauren. Weiterhin werden Verfahren zum Einbau der 5'- 
modifizierten Nukleotide in Nukleinsauren und die anschlieSende ortspezi- 
fische Spaltung der Nukleinsauren an den 5'-modifizierten Monomerbaustei- 
nen offenbart. Diese Verfahren kdnnen zur Nukleinsauresequenzierung, zur 
Erzeugung von Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, 
zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren und fur pharmazeutische 
Zwecke eingesetzt werden. 

Die heute routinemaBig angewandten Verfahren zur Sequenzierung von 
Nukleinsauren beinhalten im allgemeinen die Polymerisation eines zu einer 
Matrize komplementiren Nukleinsaurestrangs und die Erzeugung eines 
Gemisches an Nukleinsaurefragmenten mit alien moglichen Langen (1). 
Dieses Nukleinsaurefragmentgemisch kann durch Termination der Polymeri- 
sation Oder Abbau durch Exonukleasen (2), iterative Sequenziermethoden 
(3), Zugabe einzelner Basen und Nachweis der Freisetzung von Pyro- 
phosphat (4), chemische Methoden unter Verwendung von Eliminations- 
reaktionen (5) f chemisch-enzymatische Methoden unter Einbau von 
modifizierten Nukleosiden und Spaltung durch Angriff auf Phosphorthioat- 
oder Bor-modifizierte Nukleotide (6), Einbau von Ribonukleosiden in DNA 
und anschlieSende Spaltung unter basischen Bedingungen (7) oder den 
Einbau von 3'-f arbmarkierten Nukleotiden mit gleichzeitiger oder nachfolgen- 
der Abspaltung des Farbstoffs (8) erfolgen. Neben diesen Methoden stehen 
auch Strategien zur Verf ugung, die eine Sequenzierung durch Hybridisierung 
(9) und eine physikalische Fragmenterzeugung durch Massenspektrometri 



WO 99/53087 PCT/EP99/02320 

- 2 - 

( 1 0) beinhalten. Auch ein Nachweis durch Atomkraftmikroskopie (11) wurde 
diskutiert. 

In den letzten zwanzig Jahren ist die Methode der Wahl jedoch die 
enzymatische Kettenabbruchmethode gewesen. Diese Methode ermoglicht 
eine Automatisierung und eine Sequenzierung mit hohem Durchsatz zur 
Anwendung bei der Sequenzierung ganzer Genome. Die Automatisierung 
wurde durch Verwendung von Farbstoffprimern (12), interne Markierung 
(13) oder Farbstoffterminatoren (14) erreicht. Die Sequenzierung mit 
Farbstoffprimern und die interne Markierung haben jedoch den Nachteil, da& 
irregulare Terminationsvorgange in der Sequenzleiter auftreten und zur 
Fehlinterpretation der Sequenzdaten fuhren konnen. Farbstoffterminatoren 
haben den Nachteil, daft sie zum Teil an falschen Stellen eingebaut werden 
und nur eine begrenzte Ableselange ermoglichen, da es sich bei ihnen um 
modifizierte Substrate handelt. 

Daruber hinaus besteht ein Bedurfnis, die fur eine Sequenzbestimmung 
benotigte DNA-Menge zu verringern. Hierzu steht derzeit nur eine einzige 
Zyklussequenzierungsmethode zur Verfugung (15), die jedoch im Gegensatz 
zu PCR, wo eine exponentielle Amplifikation stattfindet, nur zu einer 
linearen Amplifikation der Produkte fuhrt. Die direkte Sequenzierung von 
PCR-Produkten weist wiederum Nachteile auf, da in den ReaktionsgefSBen 
groBere Mengen an Triphosphaten und Primermolekulen vorliegen, die zu 
einer Beeintrachtigung der Sequenzierungsreaktion oder der Seq uenzbestim- 
mung fuhren konnen (16). Die Aufreinigung von PCR-Produkten ist jedoch 
zeitaufwendig und bedeutet einen zusatzlichen Verfahrensschritt. Zwar 
konnen Triphosphate durch enzymatische Methoden (17) gespalten werden, 
aber auch dies ist zeitaufwending und erhoht die Kosten fur die Durch- 
fuhrung der Sequenzierungsreaktion. Als Alternative steht ein direktes 
exponentielles Amplications- und Sequenzierverfahren (DEXAS) zur 
Sequenzierung geringer Mengen an DNA-Material zur Verfugung (18); dieses 
Verfahren konnte bisher jedoch nicht fQr eine Standardsequenzierung 
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einges tzt werden und ist - im Gegensatz zu seinem Namen - nicht dir kt 
xponentiell. 



GemaSvorliegender Erfindung wird ein neuesNukleinsauresequenzierungs- 
verfahren bereitgestellt, bei dem die Nachteile des Standes der Technik 
mindestens teilweise vermieden werden. Durch dieses Verfahren wird ins- 
besondere das Problem der Substratspezifitat hinsichtlich Farbstoff- 
terminatoren vermieden und es ermoglicht eine schnelle DNA-Sequenzierung 
unter Verwendung sehr geringer Mengen an DN A-Ausgangsmaterial in Kom- 
bination mit einer Nukleinsaureamplifikationsreaktion wie etwa PCR. Auch 
die lesbare Lange der sequenzierbaren Matrizen wird durch das Verfahren 
verbessert. 



Das erfindungsgema&e Verfahren beruht auf der Verwendung von Verbin- 
dungen der allgemeinen Formel (I): 



X 
i 



RO — P Y — CH 2 



B 




(I) 



Z W 
worin: 

B eine Nukleobase, d.h. eine naturliche oder nichtnaturliche zur 
Hybridisierung mit komplementaren Nukleinsaurestrangen geeignete 
Base wie etwa A, C, G, T, U, I, 7-Deaza-G, 7-Deaza-A, 5-Methyl-C 
etc. bedeutet, 

W und Z jeweils OR 1 , SR\ N(R 1 ) 2 oder R 1 bedeuten, wobei R 1 jeweils 
unabhangig bei jedem Vorkommen Wasserstoff oder einen 
organischen Rest, z.B. einen Alkyl-, Alkenyl-, Hydroxyalkyl-, 
Amin-, Ester-, Acetal-oderThioesterrest, vorzugsweise mit bis 
zu 1 0 Kohlenstoffatomen und besonders bevorzugt mit bis zu 
6 Kohlenstoffatomen darstellt, 
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X OR 2 , SR 2 Oder B(R 2 ) 3 bedeutet, wobei R 2 jeweils unabhangig Wass r- 
stoff, ein Kation, z.B. ein Alkalimetali- oder Ammoniumion, oder einen 
organischen Rest, z.B. einen Farbstoff wie etwa Fluoresceins 
Rhodamine, Cyanine und deren Derivate bedeutet, 
Y NR 3 oder S, insbesondere NR 3 bedeutet, wobei R 3 Wasserstoff oder 
einen organischen Rest, z.B. einen gesattigten oder ungesattigten 
Kohlenwasserstoffrest, insbesondere einen C t -C 4 -Rest oder einen 
Farbstoffrest darstellt, wobei unter Wasserstoff auch die Isotopen 
Deuterium und Tritium zu verstehen sind, und 
R Wasserstoff, ein Kation, einen organischen Rest oder eine gegebe- 
nenfalls modif izierte Phosphat- oder Diphosphatgruppe, insbesondere 
eine Diphosphatgruppe bedeutet, 
zum Einbau in Nukleinsauren und zur anschlieBenden ortsspezifischen 
Spaltung der Nukleinsauren, vorzugsweise durch Hydrolyse der Bindung P- 
Y, wobei Nukleinsaurefragmente mit einem 5'-Ende HY-CH 2 - entstehen. 

Die Gruppe R kann einen organischen Rest bedeuten, bespielsweise einen 
lipophilen Rest, der das Eindringen der Substanz in eine Zelle erleichtert. 
Vorzugsweise ist R eine Phosphatgruppe: 

O 

°0 - p - 

A- 

oder eine Diphosphatgruppe: 

O o 
•o— p— o— P — 
o e o e 

Diese Phosphat- oder Diphosphatgruppe kann modifiziert sein. So konnen 
ein oder mehrere endstandige Sauerstoffatome Substituenten tragen, z.B. 
organische Reste. Andererseits konnen ein oder mehrere endstandige 
Sauerstoffatome und - bet der Diphosphatgruppe - auch das Briickensauer- 
stoffatom durch Gruppen wie S, NR 3 oder C(R 3 ) 2 ausgetauscht sein, wobei 
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R 3 wie zuvor definiert ist. Daruber hinaus konn n auch 2 Substituenten an 
endstandigen Sauerstoffatomen miteinander verbruckt sein. 

Wenn Substituenten vorhanden sind, befinden sie sich vorzugsweise an 
Sauerstoffatomen des jeweils endstandigen Phosphoratoms, besonders 
bevorzugt am K-Phosphoratom. Beispiele fur geeignete Substituenten sind 
organische Reste wie etwa Alkylreste, die selbst substituiert sein konnen, 
oder eine Salicylgruppe, die mit 2 Sauerstoffatomen des endstandigen 
Phosphors einen 6-gliedrigen cyclischen Diester bilden kann. Der aro- 
matische Kern der Salicylgruppen kann wiederum selbst einen oder mehrere 
zusatzliche Substituenten tragen, z.B. solche wie fur R 1 definiert oder 
Halogenatome. Weiterhin bevorzugte Substituenten am Sauerstoff atom sind 
Reste wie C,-C 10 -Alkyl, -(CH 2 )„-N 3 , (CH 2 )„N(R 3 ) 2 oder -(CH 2 ) n NHOCO{CH 2 ) m - 
N(R 3 ) 2/ wobei n und m ganze Zahlen von 1 bis 8, vorzugsweise von 2 bis 
5 sind und R 3 wie zuvor definiert ist, aber auBerdem vorzugsweise einen 
aromatischen Rest wie etwa Phenyl- oder Dinitrophenyl bedeuten kann. 

Der Einbau von Verbindungen der allgemeinen Formel (I) in Nukleinsauren 
erfolgt vorzugsweise enzymatisch. Moglich ist jedoch auch eine chemische 
Synthese. Fur einen enzymatischen Einbau werden vorzugsweise Enzyme 
verwendet ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus DNA-abhangigen 
DNA-Polymerasen, DNA-abhangigen RNA Polymerasen, RNA-abhangigen 
DNA Polymerasen, RNA-abhangigen RNA Polymerasen und Terminalen 
Transferasen. Besonders bevorzugt ist die T7 DNA-Polymerase, verwandte 
Enzyme wie etwa die T3 oder die SP6 DNA Polymerase oder Modif ikationen 
dieser Enzyme. Dementsprechend kann es sich bei den Nukleinsauren, in die 
die Verbindungen der Formel (I) eingebaut werden, urn DNAs oder/und 
RNAs handeln, die gegebenenfalls ein oder mehrere weitere modifizierte 
Nukleotidbausteine tragen konnen. 

Nukleinsauren, die als Monomerbausteine mindestens eine Verbindung der 
allg meinen Formel (I) enthalten, k"nnen an dem die P-Y Bindung enthalten- 
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d n Nukleotidbaust in ortsspezifisch gespalten werden. Di se ortsspezi- 
fische Spaltung kann beispielsweise an der P-Y-Bindung selbst durch 
Temperaturerhohung, z.B. auf mindestens 37°C, Einstellung saurer 
Bedingungen, z.B. pH ^ 5, Mikrowellenbehandlung, Laserbehandlung, z.B. 
mit einem Infrarotlaser oder/und 3'-seitig des die P-Y-Bindung enthaltenden 
Nukleotids durch enzymatischen Verdau, beispielsweise mit Exo- Oder 
Endonukleasen oder Phosphodiesterasen, z.B. 3'-5'-Schlangengiftphos- 
phodiesterase erfolgen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch in Kombination mit einer 
Amplifikationsreaktion, z.B. einer PCR # durchgefuhrt werden. Dies erlaubt 
die Verwendung von extrem geringen Mengen an DNA-Ausgangsmaterial 
zur Erzeugung markierter komplementarer Nukleinsaurestrange. Vorzugs- 
weise wird die Nukleinsaureamplifikation mit thermostabilen Enzymen in 
mehreren Zyklen durchgefuhrt. 

Der Einbau der Verbindungen gemaB (I) in die Nukleinsauren kann in Losung 
erfolgen. Alternativ kann der Einbau der Verbindungen jedoch auch in 
tragergebundene Nukleinsauren erfolgen. Nach der Synthese kann dann eine 
Freisetzung der Nukleinsauren vom Trager, gegebenenfalls durch die 
ortsspezifische Spaltung der P-Y-Bindung oder durch andere Methoden 
erfolgen. 

Nach der ortsspezif ischen Spaltung der Nukleinsauren werden Nukleinsaure- 
fragmente erzeugt, die vorzugsweise an ihrem 5'-Ende die Gruppe Y-CH 2 - 
oder/und an ihrem 3'-Ende eine Phosphatgruppe aufweisen. Bisher muBten 
derart modifizierte Nukleinsauren auf komplizierte Art und Weise durch 
chemische Synthese (19) oder durch enzymatische Reaktionen (20, 21) 
erzeugt werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren ist wesentlich schneller, 
kostengiinstiger und erlaubt eine einfachere Handhabung der Verbindungen. 
Die auf dies Weise hergestellten modifiziert n Nukleinsauren k 'nnen fur 
therapeutischeZw eke oder/und fur molekularbiologischeUntersuchung n, 
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z.B. Untersuchungen von Mechanismen der Aufnahme und des Metabolis- 
mus von Nukleinsauren in Zellen verw ndet werden, da an die 5'-Y-Gruppe 
auf einfache Weise eine Markierungsgruppe gekoppelt werden kann. Die 3'- 
Phosphatgruppe wiederum stellt eine Schutzgruppe gegenuber einer Ligation 
oder/und einer enzymatischen Elongation mit Polymerasen dar. An das 
phosphorylierte 3'-Ende der Nukleinsaurefragmente konnen - sofern 
gewunscht - Markierungsgruppen angefugt werden, z.B. wenn eine 
Dephosphorylierung durchgefuhrt wird und an die resultierende 3'-OH- 
Gruppe durch eine enzymatische Reaktion beispielsweise unter Verwendung 
von Ligase oder Terminaler Transferase markierte Oligonukleotide oder mit 
einer Polymerase markierte Dideoxynukleosidtriphosphate angefugt werden 
oder wenn die 3'-Phosphatgruppe eine reaktive Gruppe z.B. ein Schwefela- 
tom enthSlt. 

Weiterhin kSnnen die erfindungsgemSSen Nukleinsaurefragmente aufgrund 
der definierten Gruppe an ihrem 5'-Ende auf einfache Weise auf einem 
Trager immobilisiert werden, der eine mit der Gruppe Y reaktive, funktionali- 
sierte Oberfliche enthalt. Andererseits kann auch eine adsorptive Bindung 
uber die Gruppe Y an eine Oberflache erfolgen. Geeignete Trager sind 
solche, die Oberf lichen beispielsweise aus Metall, Glas, Keramiken oder/und 
Kunststoff aufweisen. Besonders bevorzugt sind Trager mit Glas oder/und 
Siliciumoberfiachen. Die Trager konnen weiterhin jede beliebige Form 
aufweisen, z.B. Mikropartikel wie etwa magnetische Mikropartikel oder 
Halbleitermaterialien wie Biochips, z.B. DNA- oder RNA-Chips, die gegebe- 
nenf alls mehrere mit Nukleinsauren spezifisch bindef ahige def inierte Flachen 
in Form von Array-Anordnungen enthalten konnen. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsaurefragmente konnen auch in Form eines 
Gemisches unterschiedlicher Fragmente an einen Trager gekoppelt werden. 
Auf diese Weise werden Trager mit statistisch darauf angeordneten 
Nukleinsaurefragmenten erzeugt. Dies hat Vorteile, wenn z.B. eine 
anschlieSende Amplication auf der Trageroberflache mit Primern durch- 
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fuhrt, die fur eine vorbestimmte Nukleinsauresequenz, z.B. in Gen 
kodi ren. 

Wenn bei der Spaltung der Nukleinsauren ein heterogenes Nukleinsaurege- 
misch entsteht, kann dieses zur Herstellung einer Nukleinsaurebibliothek, 
insbesondere einer statistischen Bibliothek verwendet werden. Solche 
Bibliotheken konnen auch durch multiplen statistischen Einbau von 
Verbindungen der Formel (I) in einen Nukleinsaurestrang gefolgt von einer 
ortsspezifischen Spaltung erzeugt werden. AuBerdem konnen zur Erzeugung 
statistischer Nukleinsaurebibliotheken auch degenerierte und statistisch an 
Nukleinsaurematrizen bindende Primer eingesetzt werden. 

Die Fragmente der Nukleinsaurebibliothek konnen kombinatorisch ohne oder 
nach weiterer enzymatischer oder chemischer Behandlung wieder zu- 
sammengesetzt werden (DNA-Shuffling). Da bei jedem Fragment das 5'- 
Ende mit einer Gruppe Y versehen ist (mit Ausnahme des 5'-Endes des 
ersten Fragments), kann das Zusammensetzen anderer Fragmente nur so 
erfolgen, daS das ursprungliche erste Fragment wiederum das erste 
Fragment bildet. Den vollstandigen kombinatorischen Raum kann man nach 
weiterer enzymatischer oder chemischer Behandlung der Bibliothek oder 
einzelne Fragmente daraus ausnutzen. 

Die durch das erfindungsgema&e Verfahren erzeugten Nukleinsaurefrag- 
mente konnen nach der ortsspezifischen Spaltung einer Nachweisreaktion 
unterzogen werden. Diese Nachweisreaktion kann mit beliebigen, furdiesen 
Zweck bekannten Methoden erfolgen. Vorzugsweise wird eine massenspek- 
trometrische Analyse oder/und eine Elektrophorese, z.B. eine Polyacrylamid- 
gelelektrophorese, durchgefuhrt. 

Die Nachweisreaktion kann beispielsweise zum Nachweis von Mutationen, 
z.B. von Punktmutationen in Nukleinsauren eingesetzt werden. Zwei 
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Protokolle zur Analyse von Punktmutationen ward n im folgenden 
ausfiihrlich b schrieben. 

Eine weitere wichtige Anwendung des erfindungsgem§Ben Verfahrens ist 
die Nukleinsauresequenzierung. Solche Sequenzierverfahren konnen in 
unterschiedlichen Varianten durchgefuhrt werden. Beispielsweise ist das 
erfindungsgemaBe Verfahren auch fur eine "Cycle"-Sequenzierung in 
Kombination mit einer Nukleinsaureamplifikation oder/und f ureine bidirektio- 
nale Sequenzanalyse auf einem Nukleinsaurestrang geeignet. Bevorzugte 
Beispiele von Sequenzierverfahren werden im folgenden ausfuhrlich 
beschrieben. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine pharma- 
zeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente eine Ver- 
bindung der allgemeinen Formel (I) gegebenenfalls in Kombination mit 
pharmazeutisch vertraglichen Trager-, Hilfs- oder/und Fullstoffen enthSlt. 
DarOber hinaus betrifft die Erfindung auch pharmazeutische Zusammen- 
setzungen, die als wirksame Komponente eine Nukleinsaure, in die 
mindestens eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) eingebaut ist, sowie 
gegebenenfalls pharmazeutisch vertragliche Trager-, Hilfs- oder/und 
Fullstoffe enthalten. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen sind als 
Mittel fur die Gentherapie, als antivirale Mittel, als Antitumormittel oder fur 
Antisense-Anwendungen geeignet. So kdnnen Nuklease-resistente 5'- 
Aminoverbindungen oder diese Verbindungen enthaltende Nukleinsauren in 
lebende Zellen eingebracht und dort von zellularen oder/und viralen 
Enzymen, z.B. Polymerasen oder Reverse Transkriptasen, in Nukleinsauren 
eingebaut werden. Wenn die zellulare Polymerase beispielsweise nicht in der 
Lage ist, die modifizierten Gene abzulesen und selbst die modifizierten 
Triphosphate als Substrate nicht akzeptiert, kann die virale genetische 
Information nicht amplifiziert werden. Weiterhin fQhrt der Einsatz der 5'- 
modif izierten 5'-Nukleosidtriphosphate zu einer Zersetzung der viralen Gene, 
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da die eingefuhrte P-Y-Bindung, insbesondere die P-N-Bindung unter 
physiologischen Bedingungen labil ist. 

AuSerdem betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Hersteliung von Nu- 
kleinsaurefragmenten umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die mindestens eine Verbindung der 
allgemeinen Formel (I) als monomeren Baustein enthalt und 

(b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

ErfindungsgemaBe Verbindungen der Formel (I) konnen als Bestandteile von 
Reagenzienkits zum Nachweis von Nukleinsauren, z.B. als Sequenzierungs- 
kits oder als Kits zur Mutationsanalyse gegebenenfalls mit weiteren 
Nachweiskomponenten verwendet werden. Diese weiteren Nachweiskom- 
ponenten sind beispielsweise Enzyme, insbesondere Polymerasen wie etwa 
DNA-Polymerasen oder Reverse Transkriptasen, als Primer verwendbare 
Oligonukleotide, die gegebenenfalls an ihrem 5'-Ende oder/und an ihrer 
Seitenkette eine Markierung tragen konnen, Deoxynukleosidtriphosphate, 
die gegebenenfalls eine Markierung tragen konnen, Dideoxynukleosid- 
triphosphate (Kettenabbruchmolekule), die gegebenenfalls eine Markierung 
tragen konnen, sowie weitere Reagenzien, z.B. Puffer etc. und festeTrager. 
Vorzugsweise enthalten die erfindungsgemaBen Reagenzienkits die in den 
nachfolgenden Figuren angegebenen Bestandteile 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Figuren und Beispiele 
erlautert: 

Es zeigen: 

Fig. 1 die schematische Darstellung der Synthese 5'-Amino-modifizierter 
Nukleoside; 

Fig. 2 die schematisch Darstellung der Hersteliung von 5'-Amino-m difi- 
zierten Nukleosidtriphosphaten; 
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Fig. 3 die schematische Darstellung der Erzeugung 5'-Amino-modifizierter 
oder/und 3'-phosphoryliert r DNA-Fragment durch ortsspezifische 
Spaltung der P-N-Bindung bei eingebauten 5'-Aminonukleosid- 
triphosphaten; 

s Fig. 4 die schematische Darstellung einer selektiven 5'- oder 3'-Markierung 
von Nukleinsaurefragmenten; 
Fig. 5 die schematische Darstellung der Abspaltung von Nukleinsauren von 
festen Tragern; 

Fig. 6 die schematische Darstellung eines Sequenzierprotokolls unter 
> Verwendung eines 5'-Farbstoff-markierten Sequenzierprimers; 

Fig. 7 ein alternatives Verfahren zur Erzeugung sequenzierbarer Fragmente 

durch Exonukleaseverdauung; 
Fig. 8 die schematische Darstellung einer elektrophoresefreien iterativen 

Sequenziermethode; 
Fig. ,9 die schematische Darstellung einer bidirektionalen Sequenzierme- 
thode an einem einzigen Nukleinsaurestrang; 
Fig. 1 0 die Markierung der Nukleinsaurefragmente nach der Sequen- 

zierreaktion durch Terminate Transferase; 
Fig. 1 1 eine erste Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punktmutatio- 
nen; 

Fig. 12 eine zweite Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 

mutationen und 
Fig. 13 die Erzeugung einer DNA Bibliothek. 

Verfahren zur Herstellung von erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel 
(I), worin Y eine Aminogruppe darstellt, sind in Fig. 1a und b gezeigt. Fig. 
1a zeigt ein Schema zur Herstellung von 5'-Amino-2\5'-dideoxypurinnu- 
kleosiden. Hierzu werden die Aminogruppen der Nukleobase durch Reaktion 
mit Schutzgruppen blockiert, z.B. durch Silylierung mit Trimethylsilylchlorid 
und anschlieBende Einfuhrung einer Bz- oder Ibu-Schutzgruppe. Dann wird 
die 5'-OH-Grupp aktiviert, z.B. durch Umsetzung mit Tosylchlorid, so daS 
sie mit einem Alkalimetallazid, z.B. LiN 3 , reagieren kann. Nach Abspaltung 
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der Schutzgruppen, z.B. durch IMH 3 /MeOH, kann die Schutzgruppe reduktiv, 
z.B. mit H 2 /Pt0 2 , in ein Aminogruppe Oberfuhrt werden. 

In Fig. 1b ist ein entsprechendes Syntheseschema zur Herstellung von 5'- 
Amino-2',5'-dideoxypyrimidinnukleosiden dargestellt. Thymidin kann 
beispielsweise direkt mit einem Azidsalz, z.B. NaN 3 umgesetzt und 
anschlieBend die Azidgruppe reduktiv in eine Aminogruppe OberfOhrt 
werden. Bei Cytidin wird zunachst die Nukleobase durch eine Schutzgruppe, 
z.B. Bz, blockiert und anschlieBend kann auf analoge Weise wie bei 
Thymidin eine Azidgruppe eingefuhrt werden, die reduktiv zu einer 
Aminogruppe umgesetzt werden kann. 

In Fig. 2 ist ein Syntheseschema zur Herstellung von 5'-Amino-2',5'- 
dideoxynukleosid-5'-triphosphatengezeigt, mit dem auf einf ache Weise eine 
Triphosphatgruppe an die gemaB Fig. 1 erhaltenen Nukleoside angefQgt 
werden kann. Die auf diese Weise hergestellten 5'-Aminonukleosidtri- 
phosphate konnen als Monomerbausteine fur den Einbau in Nukleinsauren 
verwendet werden. 

Ausfiihrliche Angaben zur Ausfuhrung dieser Reaktionen finden sich in 
Beispiel 1. 

Fig. 3 zeigt die Erzeugung von modifizierten DNA-Fragmenten, die einen 5'- 
Amino-T-Baustein enthalten und die anschlie&ende Spaltung dieser DNA- 
Fragmente an der P-N-Bindung, wobei 3'-phosphorylierte oder/und 5'- 
Amino-modifizierte DNA-Fragmente erhalten werden. 

Fig. 4 zeigt Beispiele fiir eine selektive 5'- und 3'-Markierung der durch die 
Spaltung erzeugten Nukleinsaurefragmente. 
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Fig. 5 zeigt die Synthese von 5'-Aminonukleotidbausteinen enthaltenen 
DNA-Molekulen an einen festen Trager und die anschli Bende Freisetzung 
5'-Amino-modifizierter DNA-Fragmente durch Spaltung der P-N-Bindung. 

Fig. 6 zeigt eine schematische Darstellung einer Ausfuhrungsform des 5'- 
Aminosequenzierverfahrens. GemaS der gezeigten Ausfuhrungsform wird 
ein am 5'-Ende eine Markierungsgruppe tragender Primer verwendet, der 
durch enzymatische Polymerisation verlangert wird, wobei 5'-Amino- 
modifizierte Nukleotide an statistischen Positionen in den Nukleinsaurestrang 
eingebaut werden. Die modifizierten Nukleotide werden von DNA Polymera- 
sen, z.B. von der T7 DNA Polymerase, als Substrate akzeptiert. Die P-N- 
Bindungen sind statistisch uber den Nukleinsaurestrang verteilt und konnen 
auf einfache Weise, z.B. durch Pyrolyse, saure Bedingungen oder/und 
Mikrowellenbehandlung gespalten werden, wobei ein Gemisch an Nu- 
kleinsSurefragmenten entsteht. Jedes dieser Fragmente trSgt an seinem 3'- 
Ende eine Phosphatgruppe, wodurch Mobilitatsanderungen bei einer 
Gelelektrophorese vermieden werden. Bei Einbau von Verbindungen der 
Formal (I), bei denen X eine nachweisbare Gruppe, z.B. eine Farbstoffgruppe 
bedeutet, werden nach Spaltung Nukleinsaurefragmente erhalten, die an 
ihrem 3'Nukleotid eine Markierung aufweisen. 

Auch fur eine "Cycle"-Sequenzierung konnen die modifizierten Nukleotide 
eingesetzt werden. Unter Verwendung thermostabiler Polymerasen ist es 
moglich, die DNA-Matrize beispielsweise durch PCR zunachst zu am- 
plifizieren und dann die modifizierten Nukleotide bei 37°C mit T7 DNA 
Polymerase einzubauen. Die Spaltung erfolgt dann direkt im ReaktionsgefaB 
durch einfaches Erhitzen auf beispielsweise 95 °C. Alternativ kann der 
Einbau der modifizierten Nukleotide schon wahrend der Amplifikation selbst 
durch eine thermostabile Polymerase erfolgen. 

Nach der Spaltung wird das Reaktionsgemisch oder in Teil davon ein r 
Nachweisr aktion, z.B. durch G lelektrophorese, unterzogen. Auf diese 
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Weise werden Probleme hinsichtlich der Substratsp zifitat bei Farbstoff- 
markierten Kettenabbruchmolekulen vermi den. Verglichen mit bisher 
verfugbaren chemisch-enzymatischen Methoden, z.B. durch Einbau von a- 
Thionukleotiden, erlaubt das erfindungsgemaBe Verfahren eine einfachere 
Spaltung der erzeugten Nukleinsaurestrange, ohne daS aggressive 
Chemikaiien verwendet werden mussen, die die Markierungsgruppe des 
Primers bzw. die glykosidische Bindung angreifen konnten. Durch das 
erfindungsgemaBe Verfahren konnen die Kosten von bestehenden Sequen- 
zierprotokollen verringert werden, da die Triphosphate auf sehr einfache 
Weise, z.B durch den Anwender selbst, direkt vor der Sequenzierung 
herstellbar sind. Das Verfahren ist schnell, einfach und funktioniert selbst 
mit einer sehr geringen Menge an DNA-Ausgangsmaterial. 

Fig. 7 zeigt eine alternative Methode zur Erzeugung von sequenzierbaren 
Nukleinsaurefragmenten durch 3'-*5'-ExonukIeaseverdau, z.B. durch 
Schlangengiftphosphodiesterase. 

Fig. 8 zeigt ein Beispiel fur eine Elektrophose- oder/und Gel-freie iterative 
Sequenziermethode.Dabeiwerdenfarbstoffmarkierte5'-Amino-modifizierte 
Deoxy-nukleosidtriphosphate verwendet, wobei jedes Nukleotid eine unter- 
schiedliche Markierungsgruppe tragt. Durch die DNA Polymerase wird ein 
einziges Farbstoff-markiertes Amino-modifiziertes Nukleosid an den Primer 
angefugt und anschlieBend spezifisch an der P-N-Bindung wieder abgespal- 
ten. Die Art des angelagerten Nukleotids kann durch die nachgewiesene 
Markierungsgruppe identifiziert werden. AnschlieBend kann das identif izierte 
Nukleotid in unmodifizierter Form durch die Polymerase angefugt und der 
zuvor beschriebene Sequenzierschritt wiederholt werden. Ein Mehr- 
facheinbau desselben Nukleotids kann durch die Intensitat der Markierung, 
z.B. einer Fluoreszenzmarkierung, nachgewiesen werden. 

Fig. 9 zeigt ein bidirektionales Sequenzi rprotokoll innerhalb eines einzigen 
Nukleinsaurestrangs. Hierzu werden wie zuvor beschrieben 5'-Amino- 
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markierte Nukleoside in Nukleinsaurestrange eingebaut. Die Termination der 
Elongation erfolgtdurch Zugabe von Kettenabbruchmolekulen, z.B. ddNTPs. 
Durch Restriktionsspaltungen konnen dann definierte 3'-Enden der 
Nukleinsaurestrange erzeugt werden. Durch Zugabe eines mit einer zweiten 
Markierungsgruppeversehenen Kettenabbruchmolekuls, z.B. eines ddNTPs, 
und Terminaler Transferase werden Nukleinsaurestrange erhalten, die an 
ihrem 5'- bzw. 3'-Ende jeweils zwei, vorzugsweise unterschiedliche 
Markierungsgruppen tragen. Nach Spaltung der P-N-Bindungen werden zwei 
Satze von unterschiedlich markierten DNA-Fragmenten erhalten, die in einer 
einzigen Sequenzreaktion nebeneinander nachweisbar sind. 

Fig. 10 zeigt eine 3'-terminale Einfuhrung von Markierungsgruppen. Hierzu 
werden zunachst durch Polymerisation unter Verwendung von Aminotri- 
phosphaten Nukleinsaurestrange hergestellt, die anschlieBend an der P-N- 
Bindung gespalten werden. Die resultierenden Nukleinsaurefragmente mit 
3'-Phosphatgruppen werden dephosphoryliert und durch Zusatz eines eine 
Markierungsgruppetragenden Kettenabbruchmolekuls, z.B. eines 5'-Amino- 
ddNTPs, und Terminaler Transferase markiert. Auf diese Weise kann eine 
Sequenzierungreaktion in Abwesenheit jeglicher Art von Markierungs- 
gruppen durchgefuhrt werden. Der Einbau der Markierungsgruppen in die zu 
sequenzierenden DNA Fragmente erfolgt erst nach AbschluSder Sequenzie- 
rungsreaktion. So werden Probleme hinsichtlich der Substratspezifitat von 
Polymerasen vermieden und eine Verringerung der Kosten erreicht, da die 
Verwendung markierter Primermolekule uberflussig wird. 

Fig. 11 zeigt eine erste Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 
mutationen. Dabei wird ein Nukleinsaureprimer verwendet, dessen 3'-Ende 
sich unmittelbar "stromaufwarts" der potentiellen Mutationsstelle befindet. 
Durch Zugabe eines mit einer Markierungsgruppe versehenen 5 f -Amino- 
modif izierten Nukleosidtriphosphats in Gegenwart einer Polymerase erfolgt 
eine Elongation des Primers um mindestens ein Nukleotid,sofern auf dem 
Matrizenstrang das zu dem jeweils v rwendeten modifizierten Nukl osid- 
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triphosphat komplementare Nukleotid vorliegt. Der Einbau des Amino- 
modif izierten markierten Nukleotids in den DNA-Strang oder das Ausbleiben 
dieses Einbaus la&t sich auf einfache Weise durch bekannte Methoden 
nachweisen. Hierzu kann das nichteingebaute Nukleotid z.B. durch 
Zentrifugation oder - bei Bindung an eine Festphase - durch Waschen 
entfernt und dann der Nachweis der Markierung in an den Primer gebunde- 
ner Form oder/und nach Abspaltung erfolgen. 

Fig. 12 zeigt eine weitere Ausfuhrungsform zum Nachweis von Punkt- 
mutationen. Hierzu wird ein tragergebundener Primer verwendet, der eine 
interne Markierungsgruppe tragt. Dann werden 5'-Amino-modifiziertes 
Nukleosidtriphosphat und Polymerase zugegeben. Bei Vorliegen einer 
bestimmten Nukleobase auf dem Matrizenstrang erfolgt eine Elongation des 
Primers, ansonsten wird kein 5'-Aminonukleosidtriphosphat an den Primer 
angefiigt. Der Reaktionsansatz wird anschlie&end mit einer 3'-*5'-Exonukle- 
ase behandelt. Nach Anfugen des 5'-Amino-modif izierten Nukleotids an den 
Primer findet auf grund der P-N-Bindung kein enzymatischer Abbau durch die 
Exonuklease statt und die im Primer eingebaute Markierungsgruppe bleibt 
am festen Trager immobilisiert. Wenn hingegen kein 5'-Amino-modif iziertes 
Nukleosidtriphosphat an den Primer angefugt wird, wird dieser durch die 
Exonuklease abgebaut und die Markierung vom festen Trager abgespalten. 
Das Verbleiben der Markierung am Trager oder deren Freisetzung kann ohne 
weiteres durch bekannte Methoden nachgewiesen werden. 

Fig. 13 zeigt die Erzeugung einer DNA-Bibliothek durch multiplen 5'- 
Aminodeoxynukleosidtriphosphat-Einbau in DNA Fragmente. Durch Spaltung 
der P-N-Bindungen wird eine Vielzahl unterschiedlicher DNA Fragmente 
erzeugt, die entweder an einen Trager gebunden werden konnen oder 
beispielsweise durch Massenspektrometrie analysiert werden konnen. 
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1 . Synthese von modiflzierten Nukleosiden 

Die Synthese modif izierter Nukleoside wurde in Anlehnung an Mag et al (25) 
durchgefuhrt. 5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat und 5'-Amino- 
2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat wurden gemaB Yamamoto et al (26) 
mittels Substitution der 5'-Hydroxylgruppe durch eine Azidgruppe gefolgt 
von katalytischer Reduktion zum entsprechenden Amin synthetisiert. Die 
entsprechenden Guanosin- und Adenosin-Derivate wurden durch Tosylie- 
rung der 5'-Hydroxylgruppe und Substitution der Tosylgruppe mit Li- 
thiumazid hergestellt, urn N'-C^-Cyclisierungsreaktionen zu vermeiden. Die 
Purin-Azidverbindungen wurden ebenfalls durch katalytische Hydrierung 
reduziert. Nach Schutzgruppenabspaltung wurden die NukleosidegemaBder 
von Letsinger et al (27) beschriebenen Methode mit Trinatriumtrimeta- 
phosphat triphosphoryliert. 

1 . 1 N 4 -Benzoyl-2'-deoxycytidin 

1 Aquivalent 2'-Deoxycytidin wurde in wasserfreiem Pyridin gelost. Hierzu 
wurden 5 AquvalenteTrimethylchlorsilan bei Raumtemperatur gegeben. Das 
Reaktionsgemisch wurde 30 min geruhrt, auf 0°C abgekuhlt und tropfen- 
weise mit 1,2 Aquivalenten Benzoylchlorid versetzt. Das Gemisch wurde 
erst 30 min und dann weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. 
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml kaltem Wasser bei 0°C 
gestoppt. Nach 20 min wurde das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. 
Der verbleibende Ruckstand in heiBem Wasser gelost und dreimal mit 
Ethylacetat gewaschen. Die wassrige Phase wurde auf 4°C abgekuhlt und 
die resultierenden Kristalle durch Filtration und Waschen mit kaltem Wasser 
gewonnen. Das Produkt wurde bei 50°C uber P 2 0 5 unter Vakuum auf 
konstantes Gewicht getrocknet. 



WO 99/53087 PCT/EP99/02320 

- 18- 

N 6 -benzoyl-2'-deoxyadenosin und N 2 -lsobuturyl-2'-deoxyguanosin wurden 
nach der gleichen Vorschrift hergestellt. 

I . 2 5'-Azido-5'-deoxythymidin 

7,26 g {30 mmol) Thymidin, 9,45 g (36 mmol) Triphenylphosphin, 5,85 g 
(90 mmol) Natriumazid und 1 1,94 g (36 mmol) Tetrabrommethan wurden 
in 1 20 ml trockenem Dimethylformamid gelost und fur 24 h bei Raumtempe- 
ratur geruhrt. Das Gemisch wurde mit 150 ml Natriumhydrogencarbonat- 
Losung gewaschen und die wassrige Phase wurde mit viermal 200 ml 
Chloroform extrahiert. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat 
getrocknet und das Losungsmittel unter Vakuum entfernt. Das erhaltene 
Rohprodukt wurde durch Silicagelchromatographie mit einem Gradienten 
von 0 bis 10% Methanol in Dichlormethan gereinigt. Die Ausbeute war 
etwa 76% (6,09 g). 

Analyse: 

DC: R f : 0,40 (Chloroform: Methanol = 9:1; Silicagel 60, F 264 , Merck) 

IR: ^ as (N 3 ) = 2093,7 cm* 1 (s, KBr) 

NMR: J-'Hfppm], 270 MHz, 300 K, DMSO-d 6 : 

II, 30 (s, 1 H, N 3 H); 7,47 (s, 1H, H 6 ); 6,18 (t, 1H, H 1 ); 5,39 (d, 
1H, 0 3 'H); 

4,22 (m, 1H,H 3 '); 3,85 (m, 1H, H 4 '); 3,55 (d, 2H, H 5 ' 1 , H 5 ' 2 ); 2,29 (m, 
1H, H 2 ' 2 ); 

2,08 (m, 1H, H 2 ' 1 ); 1,79 (d, 3H, C 5 -CH 3 ) 

Elementaranalvse: 



ber chnet: C: 44,94% H: 4,90% N: 26,21% 
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g funden: C: 44,77% H: 4,86% N: 25,93% 

5'-Azido-N 4 -benzoyl-2',5'-dideoxycytidin wurde nach der gleichen Vorschrift 
hergesteilt. 

1 .3 5'-Azido-2',5'-dideoxycytidin 

5'-Azido-N 4 -benzoyI-2',5'-dideoxycytidin wurde in einer gesattigten Losung 
von Ammoniak in Methanol gelost und bei Raumtemperatur fur 12 h 
geruhrt. Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum abgezogen und der 
Ruckstand chromatographisch unter Verwendung von Dichlormethan mit 
einem Gradienten von 0 bis 15% Methanol als Elutionsmittel gereinigt. 

1.4 5'-0-(4-Methylbenzolsulfon)-N 6 -benzoyl-2'-deoxyadenosinund5'-0- 
(4-Methylbenzolsulfon)-N 2 -isobutyryI-2'-deoxyguanosin 

Jeweils 1 Aquivalent N 6 -BenzoyI-2'-deoxyadenosin und N 2 -lsobutyryI-2'- 
deoxyguanosin wurden in trockenem Pyridin gelost. Dazu wurden bei 
Raumtemperatur3Aquivalente4-Methylbenzolsulfonylchloridgegeben. Das 
Reaktionsgemisch wurde fur 45 min geruhrt, dann auf Eis gekuhlt und mit 
5 ml Wasser abgeschreckt. Nach 1 5 min wurde die Losung eingedampft 
und der olige Ruckstand in Ethylacetat aufgenommen. Die Losung wurde 
zweimal mit 5% NaHC0 3 , Wasser und gesattigter Salzlosung gewaschen, 
uber Natriumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand 
wurde chromatographisch unter Verwendung eines Gradienten von 0 bis 
1 0% Methanol in Dichlormethan als Elutionsmittel gereinigt. 

1.5 5'-Azido-2' f 5'-dideoxyadenosinund5'-Azido-2',5'-dideoxyguanosin 

Jeweils 1 Aquivalent der in Beispiel 1 .4 hergestellten Verbindungen wurde 
in trockenem N,N-Dim thylformamid aufgenommen und mit funfAquival n- 
ten Lithiumazid versetzt. Die Losung wurde fur 5 h bei 50°C geruhrt. Dann 
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wurde das funffache Volumen an Dichlormethan zugesetzt und dreimal mit 
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat 
getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel abgezogen. Die Schutzgruppen- 
abspaltung und Reinigung der Rohprodukte erfolgte wie bei der Herstellung 
von 5'-Azido 2',5'-dideoxycytidin beschrieben. 

1.6. 5'-Amino 5'-deoxythymidin 

150 ml absoluter Methanol wurden durch funfmaliges Einfrieren und 
Auftauen unter Vakuum entgast. Darin wurden 1 ,5 g (5,62 mmol) 5'-Azido- 
5'-deoxythymidin geldst und eine geringe Menge an Piatindioxid-Hydrat- 
Katalysator zugesetzt. Wasserstoffgas wurde in die Losung eingeleitet und 
das Gemisch wurde 2 h bei Raumtemperatur geruhrt. Nach Filtration durch 
Cellite wurde das Losungsmittel entfernt. Eine weitere Aufreinigung war 
nicht erforderlich. Die Ausbeute war nahezu quantitativ. 

Analyse: 

DC: R,: 0,05 (DichlormethamMethanol = 9:1; Silicagel 60 F 264 , Merck) 

IR: v n (N 3 ) = nicht vorhanden (KBr) 

NMR: <5- 1 H [ppm], 270 MHz, 300 K, DMSO-d 6 : 

7,63 (s, 1H, H 6 ); 6,15 (t, 1H, H 1 ); 5,15 {d, 1H, 0 3 H); 4,21 (m, 
1H, H 3 ); 

3,65 (m, 1H, H 4 '); 2,73 (d, 2H, H 5 ' 1 , H 5 ' 2 ); 1,95-2,15 (m, 2H, H 2 ' 1 , 
H 2 ' 2 ); 1,79 (d, 3H, C 5 -CH 3 ) 

Massenspektrometrie: ESI { + ) berechnet: 242,2 Da 

gefunden: 242,1 Da 
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5'-Amino-2\5'-dideoxycytidin, 5'-Amino-2',5'-dideoxyadenosin und 5'- 
Amino-2',5'-dideoxyguanosin wurden nach der gleichen Vorschrift hergestellt. 

1 .7 5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat 

2mg (1 Aquivalent) 5'-Amino-5'-deoxythymidinund 13,4mg (5 Aquivalen- 
te) Trinatriumtrimetaphosphat wurden in 100 //I sterilem Wasser (pH 8,50) 
aufgelost, 30 h bei Raumtemperatur geruhrt und dann bei -80°C aufbe- 
wahrt. Fur die Sequenzierungsexperimente wurde ein Aliquot direkt ohne 
weitere Reinigung aus dem Reaktionsgemisch entnommen. 

5'-Amino-2',5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat / 5'-Amino-2',5'-dideoxyade- 
nosin-5'-triphosphat und 5'-Amino-2' f 5'-dideoxyguanoasin-5'-triphosphat 
wurden nach der gleichen Synthesevorschrift hergestellt. 

Analyse 

Massenspektrometrie: ESI(-): 

5'-Amino-2 # ,5'-dideoxyadenosin-5'-triphosphat: 
berechnet: 490, 1 99 Da 
gefunden: 488,8 Da (M-H); 

510,9 Da (M-2H + Na); 

532.7 Da (M-2H + 2Na) 

5'-Amino-2 # ,5'-dideoxycytidin-5'-triphosphat: 
berechnet: 466, 1 73 Da 
gefunden: 464,8 Da (M-H); 

486.8 Da (M-2H + Na) 

5'-Amino-2',5'-dideoxyguanosin-5'-triphosphat: 
berechnet: 506, 1 98 Da 
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gefunden: 504,8 Da (M-H); 

526,8 Da <M-2H + Na) 

548.7 Da <M-3H + 2Na) 

5'-Amino-5'-deoxythymidin-5'-triphosphat: 
berechnet: 48 1 , 1 84 Da 
gefunden: 479,9 Da (M-H); 

480,6 Da (M); 

501.8 Da (M-2H + Na) 
523,8 Da (M-3H + 2Na) 

2. Sequenzierungsreaktion 

Die Durchfuhrung der Sequenzierungsreaktion ist am Beispiel der T-Spur 
dargestellt. Die Sequenzierungsreaktion fur die A-, C- und G-Spuren kann 
auf analoge Weise erfolgen werden. 

Pro Ansatz wurden 0,3 //I Primer, z.B. Universal- oder Reverseprimer 
(Fluoresceinisothiocyanat-markiert; 2 jjM), 0,3 //I DMSO, 1,2 //I ss-M13 
MP18 ( + ) DNA und 0,6 //I Annealingpuffer (1 M Tris-HCI pH 7,6; 100 mM 
MgCI 2 ) zusammengegeben. Die Losung wurde 3 min bei 70 °C inkubiert und 
uber eine Zeitdauer von 20 min auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

Zu dieser Losung wurden 0,60 //I einer dNTP-Mischung (jeweils 250 //M 
dATP, dCTP und dGTP sowie 50 //M dTTP), 0,44 //I 5'-Amino-dTTP (aus der 
Reaktionsmischung von Beispiel 1.7) und 0,25 /j\ T7 Polymerase (8 U///I) 
zugegeben und 10 min bei 37°C inkubiert. Fur die A-, C- und G-Spuren 
wurden entsprechend5 # -Amino-dATP,5'-Amino-dCTP oder 5'-Amino-dGTP 
verwendet. 

AnschlieBend werd n 4//I Stoplosung (95%dei nisiert s Formamid, 20 mM 
EDTA, 0,05% Xylencyanol; 0,05% Bromphen Iblau) zugegeben. 
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Zur Herstellung eines sequenzierbaren Gemisches an Nukleinsaur fragmen- 
t n wurden die P-N-Bindungen gespalt n. Hierzu steh n folgende alternative 
Methoden zur Verfugung: 

1. Spaltung durch Temperaturerhohung: 

40 minutiges Erwarmen auf 95 °C (auch 20-minutiges Erwarmen ist 
moglich) 

2. Spaltung unter sauren Bedingungen: 

Zugeben von 2 bis 5 //I 1 N HCI, funfminutiges Inkubieren bei Raum- 
temperatur, Neutralisieren mit 2 bis 5 //I 1 N NaOH, funfminutiges 
Denaturieren bei 95 °C 

3. Spaltung durch Mikrowellen: 

Behandeln der Probe mit Mikrowellenstrahlung fur 30 min bei 900 W. 

Alternativ hierzu konnen auch enzymatische Spaltungsmethoden durch Exo- 
bzw. Endonukleasen, insbesondere durch 3'-*5'-Exonukleasen wie etwa 
3'-»5 # -Schlangengiftphosphodiesterase verwendet werden. Hierzu werden 
10 mil (3,2 fj\) 3'-»5'Schlangengiftphosphodiesterase zugegeben, fur 
10 min 40°C inkubiert und fur 5 min bei 95°C denaturiert. 

AnschlieKend wurde das Fragmentgemtsch analysiert, z.B. durch Poly- 
acrylamidgelelektrophorese. Hierzu wurden 5 yl des Reaktionsansatzes auf 
das Gel geladen. Alternativ kann der Reaktionsansatz bei -20 °C aufbewahrt 
und dann vor dem Aufbringen auf das Gel fur 3 min bei 95°C denaturiert 
werden. 
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Anspruche 



Verwendung von Verbindungen der allgemeinen Formel (I): 

X 
I 




2 W 



worin: 

B eine Nukleobase bedeutet, 

W und Z jeweils OR 1 , SR\ N(R 1 ) 2 oder R 1 bedeuten, 

wobei R 1 jeweils unabhangig bei jedem Vorkommen 
Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 
X OR 2 , SR 2 oder B(R 2 ) 3 bedeutet, 

wobei R 2 jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder 

einen organischen Rest bedeutet, 
Y NR 3 oder S bedeutet, wobei R 3 Wasserstoff oder einen 

organischen Rest darstellt und 
R Wasserstoff, ein Kation, einen organischen Rest oder eine 

gegebenenfalls modifizierte Phosphat- oder Diphosphatgruppe 

bedeutet, 

zum Einbau in Nukleinsauren und zur anschlie&enden ortsspezif ischen 
Spaltung der Nukleinsauren. 



2. 



Verwendung nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der Einbau enzymatisch erfolgt. 
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3. Verwendung nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichn t, 

daBdas Enzym ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus DNA- 
abhangigen DNA Polymerases DNA-abhangigen RNA Polymerases 
RNA-abhangigen DNA Polymerasen, RNA-abhangigen RNA Polymera- 
sen und Terminalen Transferases 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die ortsspezifische Spaltung erfolgt durch: 

(i) Temperaturerhohung, 

(ii) Einstellen saurer Bedingungen, 

(iii) Mikrowellenbehandlung, 

(iv) Laserbehandlung oder/und 

(v) enzymatischem Verdau. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Einbau der Verbindungen in Kombination mit einer Nu- 
kleinsaureamplifikationsreaktion erfolgt. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nukleinsaureamplifikation eine PCR umfaBt. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Einbau der Verbindungen in tragergebundene Nukleinsauren 
erfolgt. 
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8. Verwendung nach inem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch g kennzeichn t, 

daB in die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente eine 
Oder mehrere Markierungsgruppen eingebaut werden. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB Markierungsgruppen am 5'- oder/und 3'-Ende der Nukleinsaure- 
fragmente angefugt werden. 

10. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente auf 
einem Trager immobilisiert werden. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Trager eine Oberflache aus Metall, Glas, Keramik, oder/und 
Kunststoff aufweist. 

1 2. Verwendung nach Anspruch 1 0 oder 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Trager aus Mikropartikel und Biochips ausgewahlt wird. 

1 3. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB durch die Spaltung eine Nukleinsaurebibliothek erzeugt wird. 

14. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Spaltung entst henden Nukleinsaur fragmente einer 
Nachw isreaktion unterzogen werden. 
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15. Verwendung nach Anspruch 14, 
dadurch gek nnzeichnet, 

daB die Nachweisreaktion eine massenspektrometrische Analyse 
umfaBt. 



16. Verwendung nach Anspruch 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nachweisreaktion eine Elektrophorese umfaBt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 16 # 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nachweisreaktion eine Sequenzbestimmung umfaBt. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Sequenzbestimmung eine Zyklussequenzierung in Kom- 
bination mit einer Nukleinsaureamplifikation umfaBt. 



19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Sequenzbestimmung bidirektional auf einem Nukleinsaure- 
strang erfolgt. 

20. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente fur den 
Nachweis von Mutationen eingesetzt werden. 

21 . Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente 
eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) wie in Anspruch 1 
definiert enthalt. 
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22. Pharmazeutische Zusammensetzung, die als wirksame Komponente 
eine Nukleinsaure enthalt, in die eine Verbindung der allgemeinen 
Formal (I) wie in Anspruch 1 definiert eingebaut ist. 

23. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur 
Herstellung eines Mittels fur die Gentherapie. 

24. Verwendung der Zusammensetzung nach Anspruch 21 oder 22 zur 
Herstellung eines antiviralen Mittels oder Antitumormittels. 

25. Verfahren zur Herstellung von Nukleinsaurefragmenten umfassend die 
Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Nukleinsaure, die als monomeren Baustein 
mindestens eine Verbindung der allgemeinen Formel (I) enthalt, 
und 

(b) ortsspezifisches Spalten der Nukleinsaure. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, 
dadurch gekennzeich.net, 

daBdie durch Spaltung entstehenden Nukleinsaurefragmente am 5'- 
Ende die Gruppe HY-CH 2 - aufweisen, wobei Y wie in Anspruch 1 
definiert ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 25 oder 26, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Nukleinsaurefragmente am 3'-Ende eine Phosphatgruppe 
aufweisen. 



Verfahren nach einem der Anspruche 25 bis 27, weiterhin umfassend 
den Schritt: 

(c) Unterziehen der Nukleinsaurefragmente iner Nachweisreak- 
tion. 
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29. Nukleinsaur , 

dadurch g k nnzeichnet, 

daB sie am 5'-Ende die Gruppe HY-CH 2 - aufweist, wobei Y wie in 
Anspruch 1 definiert ist. 



30. Verfahren nach Anspruch 29. 
dadurch gekennzeichnet, 

daS sie am 3'-Ende eine Phosphatgruppe aufweist. 

31 . Verbindung der aligemeinen Formel (I): 



RO- 



X 
I 

P 




(I) 



worin: 

B eine Nukleobase bedeutet, 

W und Z jeweils OR 1 , SR 1 , N{R') 2 oder R 1 bedeuten, 

wobei R 1 jeweils unabhangig bei jedem Vorkommen 
Wasserstoff oder einen organischen Rest darstellt, 
X OR 2 , SR 2 oder B(R 2 ) 3 bedeutet, 

wobei R 2 jeweils unabhangig Wasserstoff, ein Kation oder 

einen organischen Rest bedeutet, 
Y NR 3 oder S bedeutet, wobei R 3 Wasserstoff oder einen 

organischen Rest darstellt und 
R Wasserstoff, ein Kation oder eine gegebenenfalls modif izierte 

Phosphat- oder Diphosphatgruppe bedeutet. 
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32. Reagenzienkit zum Nachw is von Nukleinsauren, 
dadurch gek nnzeichnet, 

daB er mindestens eine Verbindung der allgemeinen Formal (I) wie in 

Anspruch 1 definiertzusammenmitweiterenNachweiskomponenten 
s enthalt. 
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FIG. 10 



3'- 
5'- 



5'- 
5'- 
5'- 
5'- 



PRIMER 



■5' MATRIZE 



1. EINBAU VON AMINOTRIPHOSPHATEN 

2. SPALTEN DER P-N-BINDUNGEN 



5'- 
5'- 
5'- 
5'- 



1. DEPHOSPHORYLIERUNG 

2. EINBAU VON Dys-MARKIERTEN 
5-AMINO-ddNTP DURCH 
TERMINALE TRANSFERASE 



Dye 



Dye 



Dye 



Dye 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/53087 



PCT/EP99/02320 



11/13 

FIG.11 



3'- 
5'- 



A 
I 



PRIMER 



MUTATIONSSTELLE 



5' MATREE 



Dye-MARKIERTES 5'-AMIN0-dNTP 
POLYMERASE 



3'- 
5'- 



PN-T N 



Dye 



1. ABTRENNEN DER FREIEN MARKIERUNG 

2. NACHWEIS DER GEBUNDENEN 
MARKIERUNG ODER ABSPALTUNG 



H 2 N-T V 
N Dye 



NACHWEIS DER ABGESPALTENEN 
MARKIERUNG 



IDENT1FIZIERUNG 
DER MUTATION 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/53087 



PCT/EP99/02320 



12/13 



FIG.12 



REGULARES NUCLEOTID 
(KEINE MUTATION) , 



V V 

PRIMER 



FESTER TRAGER 




OH 



5'-AMIN0-cfTTP 
POLYMERASE 




'Dye 



OH 



MUTATION 
— 5' 



5'-AMIN0-dTTP 
POLYMERASE 



3'- 




■pnT 



■5' 



Dye ^5 

("SCHUTZGRUPPE" 
GEGEN VERDAU 

1.3'-^5'-EX0NU- 

KLEASE 
2. WASCHEN 



KEINV 



ERDAU 



MARKIERUNG VERBLEIBT 
AM TRAGER 




C 

_L 



'Dye 



OH 



■5' 



1.3'-^5'-EX0NU- 

KLEASE 
2. WASCHEN 



VERDAU 
FREISETZUNG DER 
MARKIERUNG VOM 

TRAGER 



KONTROLLE: 

1.SPALTEN DER P-N-BINDUNG 
2. DEPHOSPHORYUERUNG 
3.3'-*-5'-EXONUKLEASE 

VERDAU 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



13/13 



PCT/EP99/02320 



FIG.13 



5'-AMIN0-dNTPs/dNTPs 
POLYMERASE 



P-N- 



P3' 

5'H2N 



•P-N — P-N- 



SPALTEN DER 
P-N-BINDUNGEN 



5'H2N— P3" 

+ + 
-P3' 5'H 2 N 



■P-N- 



5'H2N 



-P3' 



NACHWEIS z. B. 
DURCH MASSEN- 
SPEKTROMETRIE 



-5' 
•3' 



P3' 



.BIBUO- 
THEK 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WELTORGAN1SATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
Internationales Bflro 



INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
C12Q 1/68, C07H 21/00, 19/10, 19/20, 
A61K 31/70 


A3 


(11) Internationale VerofTentUchun^nurnmer: WO 99/53087 

(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 2 1 . Oktober 1 999 (2 1 . 1 0.99) 


(21) Internationales Aktenzeichen: PC77EP99/02320 

(22) Internationales Anmeldedatum: 6. April 1999 (06.04.99) 

(30) Prioritatsdaten: 

198 15 864.5 8. April 1998 (08.04.98) DE 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten ausser US): EU- 

ROPAISCHES LABORATORIUM FOR MOLEKULAR- 
BIOLOGIE (EMBL) [DE/DE]; Mcyerhofstrasse 1, D-691 17 
Heidelberg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): FAULSnCH, Konrad 
[DE/DE]; EMBL, Meyerhofstrasse 1, D-69117 Heidelberg 
(DE). ANSORGE, Wilhelm [DE/DE]; EMBL, Meyerhofs- 
trasse 1, D-69117 Heidelberg (DE). 

(74) Anwfilte: WEICKMANN, H. usw.; Kopemikusstrasse 9, 
D-8I679 Munchen(DE). 


(81) Bestimmungsstaaten: CA f JP, US, europaisches Patent (AT, 
BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI f FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, FT, SE). 

Ver6ffentlicht 

Mit internationalem Recherchenberichi. 

Vor Ablauf der fUr Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist. Ver&ffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen, 

(88) VerOffentlichungsdatum des internationalen Recherchenbe- 
richts: 2. Dezember 1999 (02.12.99) 



(54) Tide: 5'-MODIFIED NUCLEOTIDES AND THE APPLICATION THEREOF IN MOLECULAR BIOLOGY AND MEDICINE 




(54) Bezeichnung: 5 -MODIFIZIERTE NUKLEOTTDE UND IHRE ANWENDUNG IN DER MOLEKULARBIOLOGIE UND MEDIZIN 



(57) Abstract 



The invention relates to 5-modified nucleotides and nucleic acids containing said nucleotides. The invention also relates to methods 
for integrating 5-modified nucleotides in nucleic acids and subsequent localized splitting of the nucleic acids on the S'-modified monomer 
structural elements. The inventive methods can be used in nucleic acid sequencing, in the creation of nucleic acid libraries, in the detection 
of mutations, in the production of carrier-bound nucleic acids and for pharmaceutical purposes. 

(57) Zusammenfassung 



Die Erfindung betrifft 5 -modifizierte Nukleotide und diese Nukleotide enthaltende Nukleinsfturen. Weiterhin werden Verfahren 
zum Einbau der 5'-modifizierten Nukleotide in Nukleinsauren und die anschlieSende ortspezifische Spaltung der Nukleinsauren an 
den 5 -modifizierten Monomerbausteinen offenbart. Diese Verfahren kOnnen zur Nukleinsaurcsequenzierung, zur Erzeugung von 
Nukleinsaurebibliotheken, zum Nachweis von Mutationen, zur Herstellung tragergebundener Nukleinsauren und ffir pharmazeutische Zwecke 
eingesetzt werden. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 



Codes zur Identifizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den 
PCT verdffentlichen. 



AL 


Albania) 


ES 


Spanicn 


AM 


Armenien 


FI 


Fmnland 


AT 


Osterreich 


FR 


Frankreich 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


AZ 


Aserbaidschan 


GB 


Vereinigtes KOnigreich 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgicn 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


BR 


Bras i lien 


IL 


Israel 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


CF 


Zemralafrikanische Republik 


JP 


Japan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


CH 


Schweiz 


KG 


Khgisistan 


CI 


C6te d'Tvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


CM 


Kamerun 




Korea 


CN 


China 


KR 


Republik Korea 


cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


cz 


Tschcchische Republic 


LC 


St Lucia 


DE 


Deutschland 


U 


Liechtenstein 


DK 


Dfinemark 


LK 


Sri Lanka 


EE 


Est land 


LR 


Liberia 



Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemSss dem 



LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


LT 


litauen 


SK 


Slowakei 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkei 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


MW 


Malawi . 


US 


Vereinigte Staaten von 


MX 


Mexiko 




Amerika 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


PL 


Polen 






PT 


Portugal 






RO 


Rum&nien 






RU 


Russische Federation 






SD 


Sudan 






SE 


Schweden 






SG 


Smgapur 







INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern. ..onal Application No 

PCT/EP 99/02320 



ti^T^W/^^zi/ee co7Hi9/io ce7Hii/ze A61K31/70 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12Q C07H A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Etectronio data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 0 Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



LETSINGER, ROBERT L. ; WILKES, JOHN S.; 

DUMAS, LAWRENCE B. : "Nucleotide 

chemistry. XVII. Enzymic synthesis of 

polydeoxyribonucleotides possessing 

internucleotide phosphoramidate bonds" 

J. AMER. CHEM. SOC, 

vol. 94, no. 1, 1972, pages 292-3, 

XP002112658 

the whole document 

-/- 



1-32 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



0 



Patent family members ara listed in annex. 



0 Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E a earfier document but published on or after the international 

filing date 

*L* document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*O a document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevanoe; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevanoe; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such oombriatton being obvious to a person skilled 
in the art 

"V document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

13 September 1999 


Date of mailing of the international search report 

15. 10.99 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P. B. 581 8 Patenttaan 2 
NL - 2280 HV Rgswijk 
Tel. (+31*70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Bardili, W 



Form PCTflSA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Intern* .tonal Application No 

PCT/EP 99/02320 



(^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



CHEN, MING S.; WARD, DAVID C; PRUSOFF, 
WILLIAM H.: 

" 5-1 odo-5 ' -ami no-2 ' , 5 ' -di deoxyuri di ne-5 ' -N 
'-triphosphate. Synthesis, chemical 
properties, and effect on Escherichia coli 
thymidine kinase activity" 
J. BIOL. CHEM., 

vol. 251, no. 16, 1976, pages 4839-41, 

XPG02112659 

the whole document 

WO 96 19572 A (HYBRIDON INC ;TANG JINYAN 
(US); ROSKEY ALLYSEN M (US); AGRAWAL SUD) 
27 June 1996 (1996-06-27) 
the whole document 

MAG, MATTHIAS; ENGELS, JOACHIM W. : 
"Synthesis and selective cleavage of 
ol i godeoxyri bonucl eoti des contai ni ng 
non-chiral internucleotide phosphoramidate 
linkages" 

NUCLEIC ACIDS RES., 

vol. 17, no. 15, 1989, pages 5973-88, 

XP002 112660 

the whole document 

MAG, MATTHIAS; LU EKING, SILKE; ENGELS, 

JOACHIM W. : "Synthesis and selective 

cleavage of an oligodeoxynucleotide 

containing a bridged internucleotide 

5'-phosphorothioate linkage" 

NUCLEIC ACIDS RES., 

vol. 19, no. 7, 1991, pages 1437-41, 

XP002112661 

the whole document 

DE 34 46 635 A (CALIFORNIA INST OF TECHN) 
27 June 1985 (1985-06-27) 
the whole document 

TROWBRIDGE, DALE B. ; YAMAMOTO, DIANE M.; 

KENYON, GEORGE L.: "Ring openings of 

trimetaphosphoric acid and its 

bismethylene analog. Syntheses of adenosine 

5 ' -bi s(di hydroxyphosphinyl methyl ) 

phosphinate and 5'-amino-5'-deoxyadensoine 

5' -triphosphate" 

J. AMER. CHEM. SOC, 

vol. 94, no. 11, 1972, pages 3816-24, 

XP002112662 

the whole document 



21,23, 
24,31 



22-24, 
29-31 



1-32 



1-32 



29,30 



31 



From F*CT7ISA/210 (contwuatton of second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inten.. ..onaJ Application No 

PCT/EP 99/02320 



(^Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document, wfth indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



PATEL, BHISMA KUMAR; ECKSTEIN, FRITZ: 

"5 ' -Deoxy-5 ' -thioribonucleoside-5 1 -triphos 

phates" 

TETRAHEDRON LETT., 

vol. 38, no. 6, 1997, pages 1021-4, 

XP002112663 

the whole document 

STUETZ, ANTON; SCHEIT, KARL H. : 
"Properties of ATP and OTP analogs with 
phosphorus-sul fur-carbon-5 ' -bonds" 
EUR. J. BIOCHEM. , 

vol. 50, no. 2, 1975, pages 343-9, 

XP002112664 

the whole document 

WO 95 06752 A (UNIV DUKE) 
9 March 1995 (1995-03-09) 



31 



31 



Form PCT/ISA/210 (continuation of aecond sheet} (Juty 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 99/02320 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reasons : 
1. I I Claims Nos.: 

— because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. x| Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet Additional matter PCT/ISA 210 



3. I I Claims Nos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2. As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. | | As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
1 — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 99/02320 



Field 1.2. cont'd 
Claim No. 31 

In its initial phase, the search revealed a very large number of doucments that were prejudicial 
as to novelty with respect to Claim 3 1 . For this reason a meaningful search with respect to the 
entire scope of the patent claim seems impossible. The search was therefore limited to: 

Triphosphates as represented in Figure 2 in the application. 

The applicant is reminded that claims relating to inventions in respect of which no 
international search report has been established need not be the subject of an international 
preliminary examination (PCT Rule 66.1 (e)). In its capacity as the authority dealing with the 
international preliminary examination, the EPO as a general rule does not conduct a 
preliminary examination of subject matter for which no search has been provided. This also 
applies to the case where the patent claims were amended after receipt of the international 
search report (PCT Article 19) or to the case where the applicant provides new patent claims 
pursuant to the procedure mentioned in Chapter II of the PCT. 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Intentional Application No 

PCT/EP 99/02320 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




members) 


date 


WO 9619572 A 


27-06-1996 


AU 


4514696 A 


10-07-1996 






CA 


2208528 A 


27-06-1996 






CN 


1175281 A 


04-03-1998 






EP 


0807171 A 


19-11-1997 






JP 


10511267 T 


04-11-1998 



0E 3446635 A 27-06-1985 



CA 


lc44/Bo 


A 


1 C 11 1 ftOO 

15-11-1988 


FR 


Zbbb/db 


A 

A 


21-06-1985 


GB 


2153356 


A,B 


21-08-1985 


jp 


1951595 


c 


28-07-1995 


jp 


6078353 


B 


05-10-1994 


jp 


6145192 


A 


24-05-1994 


jp 


1250393 


A 


05-10-1989 


jp 


1769567 


C 


30-06-1993 


jp 


4060600 


B 


28-09-1992 


jp 


1057119 


B 


04-12-1989 


jp 


1573676 


C 


20-08-1990 


jp 


60197698 


A 


07-10-1985 


SE 


466208 


B 


13-01-1992 


SE 


8406484 


A 


21-06-1985 


US 


5015733 


A 


14-05-1991 


US 


5118802 


A 


02-06-1992 


US 


5118800 


A 


02-06-1992 


US 


4849513 


A 


18-07-1989 



WO 9506752 A 09-03-1995 AU 7679394 A 22-03-1995 

US 5683869 A 04-11-1997 
US 5859231 A 12-01-1999 



Fonn PCTrtSA/210 (patent terrnty annex) {July 1992) 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



tntemationales Aktenzeichen 

PCT/EP 99/02320 



A. KLASSFIZIERUNG OES ANMELDUNGSGEGENST ANDES _ ■ 

IPK 6 C12Q1/68 C07H21/8O C07H19/10 C07H19/20 A61K31/70 



Nach der Intemationalen Paten tkiaastfikation (IPK) oder nach der naaonalen Kiassifikalion und der IPK 



8. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Recherchierter MtndeatprQfstoff (K las sifikations system und KlasarfBcattonssymbote ) 

IPK 6 C12Q C07H A61K 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfatoff gehorende Veroffentlichung en, sow e it dies© unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konauttierte etektrontsche Oatenbank (Name der Datenbank und evti. verwendete Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Katego rie° Bezetchnung der Verdffenttiehung, soweit erfordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Tetie 



Betr. Anspruch Nr. 



LETSINGER, ROBERT L. ; WILKES, JOHN S. ; 

DUMAS, LAWRENCE B. : "Nucleotide 

chemistry. XVII. Enzymic synthesis of 

polydeoxyribonucleotides possessing 

internucleotide phosphoramidate bonds" 

J. AMER. CHEM. SOC, 

Bd. 94, Nr. 1, 1972, Seiten 292-3, 

XP0O2112658 

das ganze Ookument 



•/- 



1-32 



Weitere Veroffentfjehungen stnd der Fbrtsetzung von Fold C zu 
entnehmen 



0 



Siehe An hang Patentfamilie 



* Beaondere Kategorien von angegebenen Veroffentflchungen 
"A" VercffentTrchung, die den allgemeinen Stand der Technic definiert, 
aber nicht ate beson den bedeutsam anzusehen rat 

altera Dokument, das jedoch erst am oder nach dam intemationalen 
Anmetdedatum veroffentticht worden tst 
*L" Veroffentftchung, die ge«igrtet ist, einen Priontataanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu tassen, oder durch die das Veroftentiichunga datum etner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung betegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben tst (wte 
ausgefQhrt) 

'O" Veroffentfiehung, die sich auf eine mQndliohe Oftenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausatellung oder andere MaOnahmen bezteht 

"P" Verdffenttiehung, die vor dem tntemationaien Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priorftatadatum veroffentticht worden ist 



*"P Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prraritatsdatum verdffentttcht worden ist und mtt der 
Anmeldung nicht koBidieft, aondem nur zum Verstandnis dea der 
Erfindung zugrundeGegenden Prinzipa oder der far zugrundetiegertden 
Theorie angegeben ist 

'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruehte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht ate neu oder auf 
erfindenacher Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

*Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 
kann nicht oia auf erfinderischer T£bgkmit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffenttiohung mat eineroder mehreren anderen 
VeroffenUwhungen dieser Kategorie in Verbindung gebraoht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheltegend ist 

'&' Veroffenttiohung, die Mftgfied deraetoen PatentfamiGe ist 



Datum des Absehlusses der intemationalen Recherche 



13. September 1999 



Absendedotum des tntemationaien Recherohenberichts 



'& 10,9$ 



Name und Postanachrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaischea Patentamt, P.B. 5318 Patonttaan 2 
NL - 2280 HV Rtjswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70)340-3016 



BevoOmachtigter Bedienateter 



Bardili , W 



Foimtttsn PCT/ISA/2tO (Start 2) (Juh 1992} 



INTERN ATI ON ALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzeichen 



PCT/EP 99/02320 



C^Fortsetatung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Verfltferrtiichung, soweit erfordarirch unter Angabe der in Betracht kommenden Tefle 


Betr. Anspnich Nr. 


X 


CHEN, MING S.; WARD, DAVID C; PRUSOFF, 
WILLIAM H. : 

M 5-Iodo-5 ' -amino-2 1 ,5 ' -dideoxyuridine-5 1 -N 
'-triphosphate. Synthesis, chemical 
properties, and effect on Escherichia coli 
thymidine kinase activity" 
J. BIOL. CHEM. , 

Bd 251. Nr. 16. 1976. Seiten 4839-41. 

XP002112659 

das ganze Dokument 


21,23, 
24,31 


X 


WO 96 19572 A (HYBRIDON INC ;TANG JINYAN 
(US); ROSKEY ALLYSEN M (US); AGRAWAL SUD) 
27. Juni 1996 (1996-06-27) 
das ganze Dokument 


22-24, 
29-31 


X 


MAG, MATTHIAS; ENGELS, JOACHIM W. : 

"Svnthesis and selective cleavaae of 
ol i godeoxyri bonucl eoti des contai ni ng 
non-chiral intemucleotide phosphoramidate 
linkages 11 

NUCLEIC ACIDS RES. , 

Bd. 17, Nr. 15, 1989, Seiten 5973-88, 

XP00211266O 

das ganze Dokument 


1-32 


X 


MAG, MATTHIAS; LUEKING, SILKE; ENGELS, 
JOACHIM W - "Synthesis and selective 
cleavage of an oligodeoxynucleotide 
containing a bridged intemucleotide 
S'-phosphorothioate linkage" 
NUCLEIC ACIDS RES 

8d. 19, Nr. 7, 1991, Seiten 1437-41, 

XP0021 12661 

das ganze Dokument 


1-32 


X 


DE 34 46 635 A (CALIFORNIA INST OF TECHN) 
27. Juni 1985 (1985-06-27) 
das ganze Dokument 


29,30 


X 


TROWBRIDGE, DALE B.; YAMAMOTO , DIANE M. ; 

KENYON, GEORGE L. : "Ring openings of 

trimetaphosphoric acid and its 

bismethylene analog. Syntheses of adenosine 

5 ' -bi s (di hydroxyphosphi nyl methyl ) 

phosphinate and 5'-amino-5'-deoxyadensoine 

5 '-triphosphate" 

J. AMER. CHEM. SOC, 

Bd. 94, Nr. 11, 1972, Seiten 3816-24, 

XP002112662 

das ganze Dokument 

-/- 


31 



Formbtaa PCT7SA/210 (Fortsatzung von Bait 2) {Ju* 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

Internationales Aktenzelchen 



PCT/EP 99/02320 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


KaiegonV 


Bezeichnung der Verdfferrtiichung, soweit erfontertich unter Angabe der in Betracht kommenden Tope 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


PATEL, BHISMA KUMAR; ECKSTEIN, FRITZ: 

"S'-Deoxy-S'-thioribonucleoside-S'-triphos 

phates" 

TETRAHEDRON LETT., 

Bd. 38, Nr. 6, 1997, Seiten 1021-4, 

XP002112663 

das ganze Ookument 


31 


X 


STUETZ, ANTON; SCHEIT, KARL H. : 
"Properties of ATP and UTP analogs with 
phosphorus- sul f ur-carbon-5 1 -bonds " 
EUR. J. BIOCHEM. , 

Bd. 50, Nr. 2, 1975, Seiten 343-9, 

XP0O2112664 

das ganze Ookument 


31 


A 


WO 95 06752 A (UNIV OUKE) 
9. Marz 1995 (1995-03-09) 





FoimtJlan PCT/1SA/210 (Fortacttung von Bafl 2) (J"*» 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeiohen 

PCT/EP 99/02320 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprOchen, cfie sich als nicht recherchierbar erwie6en haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden GrOnden for bestimmte AnsprOche kein Recherchenbericht eratellt: 



I I AnsprOche Nr. 

— weil Bte sich auf Gegenstande be Ziehen, zu deren Recherche cfie Behdrde nicht verpflichtet tst, namiich 



2 I X I AnsprOche Nr. ^1 

— weil sie sich auf Tetle der intemationalen Anmeldung beziehen, do den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvoile Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden kartn, namiich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3 I I AnsprOche Nr. 

1 — 1 W eil es sich dabei um abhangtge AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1 ) 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese intern alternate Anmeldung mehrere Erfindungen e nth alt: 



1. I I Da der Anmelder alio erfordertichen zu3atziichen Recherchengebuhren rechtzertig entrichtet hat, erstreckt sich die3er 
' — * intemationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 



Da fOr alte recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
zu3atzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahiung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderltchen zusatztichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich 
I — I intern ation ale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche, fflr die GebQhren entrichtet worden sind, namiich auf die 
AnsprOche Nr. 



4. I I Der Anmeider hat die erfordertichen zusatztichen RecherchengebOhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der intemationale Recher- 
1 — 1 chenbericht beschrankt sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese rst in foigenden AnsprOchen er- 
faffl: 



Bemerkungen hinsichtUch eines Widerspntchs ["" j Die zusatzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Wtderspruch gezahlt. 

[ | Die Zahiung zusatzlicher RecherchengebOhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/1SA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1 ))(Juli 1 998) 



Internationales Aktenzetchen PCT/EP 99/02320 



WEfTERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspriiche Nr.: 31 



Die Recherche ergab in ihrer Anfangsphase eine sehr groBe Zahl 
neuheitsschadlicher Dokumente zu Anspruch 31. Aus diesen Griinden 
erscheint eine sinnvolle Recherche uber den gesamten Bereich des 
Patentanspruches unmoglich. Die Recherche wurde daher beschrankt auf: 

Triphosphate wie sie in Figur 2 in der Anmeldung dargestellt sind. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche auf 
Erfindungen, fur die kein internationaler Recherchenbericht erstellt 
wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer international en vorlaufigen 
Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In seiner Eigenschaft als rrnt 
der international en vorlaufigen Prufung beauftragte Behorde wird das EPA 
also in der Regel keine vorlaufige Prufung fur Gegenstande durchfuhren, 
zu denen keine Recherche vorliegt. Dies gilt auch fur den Fall, daB die 
Patentanspruche nach Erhalt des international en Recherchenberichtes 
geandert wurden (Art. 19 PCT), oder fur den Fall, daB der Anmelder im 
Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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